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論文内容要旨
目的
 癌の手術において,臨床的に転移を認めない場合(NO)でも所属リンパ節を予防的,系統的
 に郭清することが従来標準手術とされてきたが,医療の低侵襲化に伴い,転移の無いリンパ節の
 郭清は不必要と考えられ,センチネルリンパ節(SN)の概念に基づいたりンパ節郭清を省略し
 た低侵襲の手術が求められている。その検出にはRI法と色素法があるが,前者は放射線取り扱
 いに対する規制により利用できる施設の制限,後者は客観的評価が困難,低い検出感度,体外診
 断における不利等それぞれ短所がある。それらを補うべく,我々は光学的計測の非侵襲性に着目
 し,新しくかつ簡便な検出法としてサイズの均一な蛍光ビーズを用いたSN生検を考案し,動物
 実験を通して検討した。
 材料と方法
 異なる波長(蛍光波長:515～755nm)・粒径(20～200nm)の蛍光ポリスチレンビーズ
 (FluoSpheres⑪),及び量子ドット(Quantumdot⑪),さらに,生体に対する安全性確保の為
 シリカコーティングを施したビーズをトレーサーとして用いた。ラットの後肢足背に皮下注射後,
 膝窩,鼠径部を中心にレーザー励起光を当てて視覚的に描出させたSNの蛍光を適切なバンドパ
 スフィルター,CCDカメラを通して経時的に観察した。その後,SNを摘出し,直接蛍光の確
 認,組織学的観察を行った。新しい蛍光マーカーである量子ドット(Quantumdot⑪)を用い,
 従来の蛍光ビーズと検出感度を比較し,シリカコーティングビーズの検出についても検討した。
 また,これらの結果を従来の色素法と比較した。
結果
 蛍光ビーズをトレーサーとして用いてSNを検出できた。蛍光造影されたリンパ節を摘出して
 蛍光顕微鏡で観察すると,蛍光ビーズの辺縁洞への取り込みが確認できた。鼠径リンパ節を対象
 に行なった実験では,ビーズの粒子径によりSNの検出陽性率および蛍光造影されてくるまでの
 時間は異なった。20nmのビーズでは陽性率は45%で,注射後平均2.5分でリンパ系が造影され
 た。40nmでは陽性率は77%,平均6.0分,100nmでは陽性率20%,平均56分,200nmでは
 陽性率39%,平均127分であった。粒子径に関しては,検出陽性率,造影されるまでに要する時
 間において40nmが最適であった。20nmのビーズと比較しても有意に高率であった(p二〇.035)。
 波長に関しては,最適な粒子径である40nmにおいてYellow-green(励起波長505nm/蛍光波
 長515nm),Darkred(660/680),Infrared(715/755)の3種類で検討を行った。それぞれの
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 検出陽性率は,30%,77%,74%であり,Yellow-greenと比較してDarkred,Infraredでは
 有意に高率であった(それぞれ,p=0.005,p=0.011)。DarkredとInfraredの間には差は認
 めなかったが,スペクトル解析により,SN比(signal-to-noiseratio)を考慮するとlnfrared
 のほうがDarkredよりも測定士有利であることを確認した。鼠径リンパ節よりも深部に位置し
 ている膝窩リンパ節を対象として,FluoSp且eres⑭とQuantumdot⑪を比較した実験では,検
 出陽性率がそれぞれ17%,83%であり,Quantumdot⑭が有意に高率であり(p=0.0002),組
 織深部における蛍光検出に関してQuantumdot⑬が有効であることが示された。シリカコーティ
 ングビーズを用いた実験では検出陽性率は低かったものの,リンパ系の造影を観察できた。また,
 蛍光ビーズ法は従来の色素法と比較して,高い検出率が得られた。
考察
 生体内に投与された微粒子のリンパ系への移行を関連付ける要因は様々であるが,物理的要因
 として粒子径は大きな要因の1つである。最適な粒子径を用いることにより,SNが標識される
 までの時間や標識され続ける時間を把握することができ,手術に際し目的に応じて効率的に利用
 できる。光学的測定においては生体組織における散乱,吸光,自家蛍光に干渉されにくい波長領
 域の光を用いる必要がある。近赤外領域(650～1100nm)はヘモグロビンや水等の強い吸光物
 質やNADH,FAD等の生体内物質の自家蛍光の干渉が少なく測定上有利である。しかしながら,
 体組織深部の目標に対する検出は困難であり,今後計測深度を増すためにはQuantumdoむ⑪に
 代表される半導体ナノクリスタルを用いた蛍光強度の強いビーズの応用や短パルス光源を用いた
 時間分解分光法による分析検出法の改良が必要である。
 本研究により,新たなトレーサーとして大きさの均一な蛍光ビーズを用いた方法はSNを検出
 する上で有効であることが確認できた。さらに,ビーズの生体安全性確保のためのシリカコーティ
 ングビーズの応用はフォトニッタ微粒子を利用したナノ医療分野に大きく貢献するものと思われ
 る。
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 審査結果の要旨
 医療の低侵襲化に伴い,センチネルリンパ節(SN)の概念に基づいて転移のないリンパ節郭
 清は省略する方向にある。SNの検出には主にRI法と色素法があるが,前者は放射線取り扱い
 に対する規制,後者は客観的評価,体外診断が困難等それぞれ短所を有す。そこで,光学的計測
 の非侵襲性に着目し,新しくかつ簡便な方法として,サイズの均一な蛍光ビーズを用いた検出法
 を考案した。異なる波長,粒径の蛍光ポリスチレンビーズ(FluoSpheres),及び量子ドット
 (Quantumdot),さらに,シリカコーティングを施したビーズを用いた。ラットの後肢足背に
 皮下注射後,膝窩,鼠径部を中心にレーザー励起光を当てて視覚的に描出させたSNの蛍光を,
 CCDカメラを通して観察・記録した。その後,SNを摘出し,直接蛍光の確認,組織学的観察
 を行った。組織深部の対象物に対する検討,シリカコーティングビーズを用いた場合の検討,さ
 らに,従来の色素法との比較をした。
 実際,蛍光ビーズをトレーサーとしてSNを検出でき,蛍光造影されたリンパ節を摘出して蛍
 光顕微鏡で観察すると,蛍光ビーズの辺縁洞への取り込みが確認できた。鼠径リンパ節を対象に
 行なった実験では,ビーズの粒径によりSNの検出陽性率および蛍光造影されてくるまでの時間
 は異なった。粒径に関しては,検出陽性率,造影されるまでに要する時間において40nmが最
 適であった。波長に関しては,Yellow-green(励起波長505nm/蛍光波長515nm)と比較して
 Darkred(660/680),Infrared(715/755)では有意に高く検出できた。SN比(signa1-to-110ise
 raしio)を考慮するとInfraredがDarkredよりも測定上有利であった。組織深部にある膝窩リ
 ンパ節を対象として,FluoSpheresとQuantumdotを比較した実験では,Quantumdotは有
 意に検出率が高く,組織深部の蛍光検出における有効性が示された。シリカコーティングビーズ
 でも同様にリンパ系が造影された。また,蛍光ビーズ法は従来の色素法と比較して,高い検出率
 が得られた。生体内に投与された微粒子のリンパ系への移行を関連付ける大きな要因の1つに粒
 径がある。最適な粒径を用いることにより,SNが標識されるまでの時間や標識され続ける時間
 を把握することができる。光学的測定では散乱,吸光,自家蛍光に干渉されにくい波長領域の光
 を用いる必要があり,近赤外領域がその点で有効である。しかしながら,体組織深部の目標に対
 する検出は困難であり,今後計測深度を増すためには蛍光強度の強いビーズの応用や短パルス光
 源を用いた時間分解分光法等の工夫が必要である。
 本研究により,新たなトレーサーとして蛍光ビーズを用いた方法はSNを検出する上で有効で
 あることが確認できた。さらに,ビーズの生体安全性確保のためのシリカコーティングビーズの
 応用はフォト二一ック微粒子を利用したナノ医療分野に大きく貢献するものと思われる。よって,
 本論文は学位論文(医学博士)として十分に値する。
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